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Bakterije vrste Campylobacter jejuni so patogene, gramnegativne bakterije in ene od 
najpogostejših povzročiteljev črevesno nalezljivih bolezni pri človeku. Že od leta 2005 je 
kampilobakterioza med najpogosteje prijavljenimi boleznimi v Evropski uniji. Tudi v 
Sloveniji število okužb vsako leto narašča (EFSA/ECDC, 2017). Okužba povzroči obilno, 
pogosto krvavo drisko, bolečine v trebušnem predelu in vročino (Humphrey in sod., 2007). 
 
Najpogostejši izvor kampilobakterioze je piščančje meso; do okužbe pride predvsem zaradi 
uživanja neustrezno toplotno obdelanega kontaminiranega živila ali zaradi navzkrižne 
kontaminacije pri pripravi hrane (Kaakoush in sod., 2015).  
 
Biofilm v živilsko predelovalni industriji nastane zaradi neustrezno očiščenih delovnih 
površin in predstavlja veliko težavo za varnost potrošnika, saj omogoči prisotnost bakterij, 
posledično povzroči kvar živila in poveča tveganje za zastrupitev s hrano. Bakterije vrste 
C. jejuni so sposobne tvorbe biofilma na različnih površinah (Bezek in sod., 2016), manj 
pa je znana struktura formiranih biofilmov. Bakterije so v biofilmu odporne proti 
neugodnim okoljskim pogojem ter tudi proti protimikrobnimi učinkovinam. Potencialni 
mehanizmi odpornosti bakterij v biofilmu so: zmanjšana difuzija protimikrobnih učinkovin 
skozi matriks, fiziološke spremembe,  upočasnjena rast, sprememba tarče protimikrobnega 
peptida in izločanje protimikrobnih spojin s pomočjo izlivnih črpalk (Hall-Stoodley in 
sod., 2004; Klančnik in sod., 2012; Tavares in sod., 2013). 
 
V študij odpornosti biofilma bakterij C. jejuni na površino polistirena ter diskov 
nerjavnega jekla smo zato, poleg divjega seva, vključili seve mutant z delecijo genov 
različnih sistemov izlivnih črpalk cmeB, cmeR, cj1687, cmeF, cmeG. Ena od alternativnih 
strategij nadzora patogenih bakterij je uporaba naravnih protimikrobnih učinkovin. Vendar 
ni znana povezanost mehanizmov odpornosti na protimikrobne učinkovine s sposobnostjo 
tvorbe biofilma ter odpornostjo le tega. Zato smo v nalogi: (i) določili sposobnost tvorbe 
biofilma divjega seva ter mutant C. jejuni; (ii) določili odpornost nastalega biofilma 
divjega seva ter mutant C. jejuni na protimikrobne učinkovine; ter (iii) določili mehanizem 
odpornosti biofilmskih celic na te protimikrobne učinkovine. 
 
1.1 CILJI DIPLOMSKE NALOGE 
 
 Določiti sposobnost tvorbe biofilma divjega seva ter sevov mutant v izlivnih 
črpalkah C. jejuni ter ovrednotiti vključenost mehanizmov odpornosti v tvorbo 
biofilma. 
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 Določiti odpornost nastalega biofilma na etanolni izvleček kraškega šetraja in 
biocid benzalkonijev klorid ter določiti mehanizem odpornosti biofilmskih celic na 
te protimikrobne učinkovine. 
 
1.2 DELOVNE HIPOTEZE 
 
 Mutanti v izlivnih črpalkah imajo manjšo sposobnost tvorbe biofilma na površini 
nerjavnega jekla kot divji sev. 
 
 Biofilm sevov mutant v izlivnih črpalkah bo manj odporen na izbrane 
protimikrobne učinkovine kot biofilm divjega seva. 
 
 Izlivne črpalke so vključene v mehanizem odpornosti biofilmskih celic. Biofilmske 
celice sevov mutant v izlivnih črpalkah imajo manj učinkovite mehanizme 
odpornosti v primerjavi z divjim sevom. 
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2 PREGLED OBJAV 
 
2.1 BAKTERIJE RODU Campylobacter  
 
Bakterije rodu Campylobacter uvrščamo v družino Campylobacteriaceae. Bakterije so po 
Gramu negativne, gibljive, spiralne oblike, dolge od 0,2 do 5,0 µm in široke od 0,2 do 0,9 
µm. So mikroaerofilni organizmi, ki za uspešno rast potrebujejo atmosfero z 10 % CO2 in 
5 % O2 (Humphrey in sod., 2007). 
 
Viri okužb z bakterijo C. jejuni so kontaminirana hrana, nepasterizirano mleko in 
kontaminirana voda. Do okužbe pride zaradi uživanja neustrezno toplotno obdelanega 
živila ali zaradi navzkrižne kontaminacije pri pripravi hrane (Kaakoush in sod., 2015). 
Bolezni rečemo kampilobakterioza. Infektivna doza je nizka, za okužbo je potrebnih le 
nekaj sto celic. Inkubacijska doba traja od 1 do 10 dni, klinični znaki se pokažejo že po 4 
dneh od okužbe. Okužba se kaže z obilno, pogosto krvavo drisko, bolečinami v trebušnem 
predelu in vročino (Humphrey in sod., 2007). V redkih primerih lahko okužba vodi do 
nastanka težjih komplikacij, kot so sindrom Guillain-Barré in razvoja kronične vnetne 
črevesne bolezni (KVČB) (Man, 2011). 
 
Iz poročila Evropske agencije za varnost hrane (EFSA/ECDC, 2017) vidimo, da je bila v 
letu 2016 kampilobakterioza med najpogosteje prijavljenimi boleznimi v Evropski uniji. 
Tako je že od leta 2005. Število potrjenih primerov kampilobakterioze je bilo 246 307, 
povprečno je zbolelo 66,3 ljudi na 100 000 prebivalcev. V primerjavi z letom 2015 se je 
število primerov povečalo za 6,1 %. Največ okužb se zgodi v poletnih mesecih 




Biofilm je skupnost mikroorganizmov, ki so ireverzibilno pritrjeni na površino in so 
obdani z matriksom iz zunajceličnih polimernih snovi (ang. Extracellular polymeric 
substances, EPS).  Matriks je sestavljen iz polisaharidov, proteinov ter DNA in zagotavlja 
strukturno stabilnost biofilma (Donlan in Costerton, 2002).  
 
Stoodley in sod. (2002) so nastanek biofilma opisali kot petstopenjski proces. V prvi fazi 
se planktonske celice pritrdijo na izbrano površino, v drugi fazi pride do tvorbe 
zunajceličnih polimernih snovi, kar privede do ireverzibilne pritrditve celic. Tretja faza 
predstavlja zgodnji razvoj strukture biofilma. V četrti fazi pride do dozorevanja biofilmske 
strukture in v zadnji, peti fazi pride do disperzije: celice se odtrgajo iz strukture in lahko 
formirajo biofilm na drugih površinah. Proces je cikličen (Stoodley in sod., 2002). 
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Bakterije so v biofilmu dobro zaščitene pred stresnimi okoljskimi dejavniki in so bolj 
odporne na antibiotike in druge protimikrobne snovi (Høiby in sod., 2010). Sistemi znotraj 
celic, ki so potencialno odgovorni za odpornost na protimikrobne snovi v strukturi 
biofilma: zmanjšana difuzija protimikrobnih snovi skozi matriks, fiziološke spremembe 
zaradi počasne rasti in okoljskih dejavnikov, fenotipske spremembe celic med tvorbo 
biofilma, quorom sensing in izlivne črpalke (Soto, 2013). 
 
Bakterije vrste Campylobacter so sposobne adhezije na površine in tvorbe biofilma (Bezek 
in sod., 2016). Joshua in sod. (2006) navajajo, da lahko C. jejuni tvori biofilm v treh 
različnih oblikah: (i) na trdni površini; (ii) kot mrena v tekočem mediju ali (iii) v obliki 
flokul. Resser in sod. (2007) navajajo, da quorom sensing in biček pomembno vplivata na 
adhezijo celic na površine. Ugotovili so tudi, da rast v mediju z visoko osmolarnostjo in 
visoko koncentracijo hranil zmanjša tvorbo biofilma, medtem ko rast v termofilnih in 
mikroaerofilnih pogojih poveča tvorbo biofilma. 
 
2.3 MEHANIZMI ODPORNOSTI BAKTERIJ VRSTE Campylobacter jejuni  
 
Mehanizmi odpornosti bakterij vrste C. jejuni proti antibiotikom vključujejo razgradnjo 
protimikrobne učinkovine, spremembo tarče protimikrobnega peptida in izločanje 
protimikrobne učinkovine s pomočjo izlivnih črpalk. Do razvoja bakterijske odpornosti 
lahko pride s spontano mutacijo v genih, ki kodirajo tarčne proteine ali s horizontalnim 
prenosom genov za odpornost (Tavares in sod., 2013). Eden od mehanizmov odpornosti so 
izlivne črpalke, ki iz celice izločajo različne toksične spojine, med drugim tudi produkte, ki 
jih proizvede gostiteljski organizem (npr. žolčna kislina) (Piddock, 2006). 
 
Pri bakterijah vrste C. jejuni je znano, da so izlivne črpalke vključene v mehanizem 
odpornosti na antibiotike (Kurinčič in sod., 2012), razkužila (Mavri in Možina, 2012) in 
naravne protimikrobne učinkovine (Klančnik in sod., 2012). 
2.3.1 Izlivna črpalka CmeABC 
 
Izlivna črpalka CmeABC prispeva k odpornosti bakterije C. jejuni na različne 
protimikrobne učinkovine. Sestavljena je iz treh proteinov: CmeC je zunajmembranski 
protein, CmeB je transporter v notranji membrani in CmeA je periplazemski fuzijski 
protein. Ti proteini tvorijo izlivni sistem s pomočjo katerega bakterija C. jejuni izloči 
toksične spojine iz celice (Lin in sod., 2002). Izlivna črpalka CmeABC je vključena v 





), lipofilnih spojin (natrijev dodecil sulfat (SDS) in različne 
žolčne soli), razkužil (benzalkonijev klorid, triklosan, cetilpiridinijev klorid) in učinkovin 
iz izvlečkov rastlin (rožmarina, origana, timijana, poprove mete) (Lin in sod., 2002; 
Klančnik in sod., 2012; Mavri in Možina, 2012).  
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2.3.2 Transkripcijski regulator CmeR 
 
Izražanje izlivne črpalke CmeABC je nadzorovano s transkripcijskim regulatorjem CmeR. 
Transkripcijski regulator CmeR se direktno veže na operator v intergenski regiji in s tem 
prepreči transkripcijo operona cmeABC (Lin in sod., 2005). CmeR deluje kot moderator v 
bakterijah rodu Campylobacter, tako, da vzdržuje aktivnost črpalke CmeABC v skladu s 
potrebami celice. Mutacija v genu cmeR prepreči represijo, tako pride do prekomernega 
izražanja izlivne črpalke CmeABC, kar vodi v povečano odpornost na protimikrobne 
učinkovine (Lin in sod., 2005). 
 
2.3.3 Izlivna črpalka CmeDEF 
 
Črpalka CmeDEF sodeluje s črpalko CmeABC pri zagotavljanju protimikrobne odpornosti 
v bakteriji C. jejuni. CmeABC je prevladujoča izlivna črpalka, medtem ko črpalka 
CmeDEF igra sekundarno vlogo pri zagotavljanju odpornosti proti protimikrobnim 
učinkovinam. Izlivna črpalka CmeDEF je sestavljena iz treh proteinov: CmeD je 
zunajmembranski protein, CmeE je periplazemski fuzijski protein in CmeF je transporter v 
notranji membrani. Transkripcijski regulator CmeR ne vpliva na izražanje črpalke 
CmeDEF (Akiba in sod., 2006). 
 
2.3.4 Izlivna črpalka CmeGH 
 
Izlivna črpalka CmeGH prispeva k odpornosti bakterije na oksidativni stres in na različne 
protimikrobne učinkovine. Mutacija v cmeG je bistveno zmanjšala odpornost na različne 
protimikrobne snovi, kot so ciproflaksin, eritromicin, tetraciklin, etidijev bromid, holna 
kislina in vodikov peroksid. Prekomerno izražanje operona cmeGH v divjem sevu NCTC 
11168 je privedlo do povečane odpornosti na skupino fluorokinolonov. Mutacija v cmeH 
ni imela bistvene vloge na odpornost seva, kar pomeni, da gen verjetno nima pomembnega 
vpliva na protimikrobno odpornost (Jeon in sod., 2011). 
 
2.3.5 Izlivna črpalka Cj1687 
 
O izlivni črpalki Cj1687 je zaenkrat zelo malo znanega. Gen cj1687 kodira izlivni protein 
Cj1687, ki prispeva k odpornosti bakterije na antibiotike (Ge in sod., 2005). 
 
2.4 PROTIMIKROBNE UČINKOVINE  
 
Naravne protimikrobne učinkovine pridobivamo iz mikroorganizmov (nizin), alg 
(karagenan), gliv, rastlinskih (česen, rožmarin, origano) in živalskih virov (laktoferin, 
lizocim). Za potrošnika predstavljajo alternativo sintetičnim učinkovinam, saj zagotavljajo 
varnost živila in ohranjajo organoleptične lastnosti in prehransko vrednost. Protimikrobne 
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učinkovine delujejo na bakterijsko celico tako, da destabilizirajo celično membrano, kar 
privede do prepustnosti in uhajanja znotrajcelične vsebine (Pisoschi in sod., 2018). 
 
Razkužila so kemične snovi, ki lahko delujejo baktericidno (ubijajo bakterije) ali 
bakteristatično (zavirajo rast bakterij). Glede na kemično sestavo jih razdelimo v različne 
skupine: fenoli, kvarterne amonijeve spojine, halogeni, alkoholi, dušikove heterociklične 
spojine in peroksigeni. Ortega Morente in sod. (2013) so mehanizem delovanja biocida 
opisali s tremi stopnjami: (i) interakcija spojine z zunajceličnimi komponentami (npr. 
sprememba celične hidrofobnosti), (ii) interakcija z membrano citoplazme (npr. odstop 
membrane, porušenje membranskega potenciala, inaktivacija citoplazemskih encimov) in 
(iii) interakcija s komponentami citoplazme (npr. interakcije z nukleinskimi kislinami, 
ribosomi in drugimi komponetami celice) (Ortega Morente in sod., 2013). 
 
V diplomski nalogi smo uporabili etanolni izvleček kraškega šetraja in biocid 
benzalkonijev klorid. 
 
2.4.1 Kraški šetraj (Satureja montana L.) 
 
Kraški šetraj (Satureja montana L.) je zimzelen polgrm, ki spada v družino ustnatic 
(Lamiaceae). V višino zraste od 20 do 30 cm. Izvira v Južni Evropi, raste pa predvsem na 
skalnatih in sončnih predelih sredozemskega območja. Cveti belo ali bledo rožnato-
vijolično v obdobju od julija do septembra (Zavatti in sod., 2011). 
 
Zaradi vsebnosti sekundarnih metabolitov, kot so flavonoidi, steroidi, eterična olja ter 
tanini, se kraški šetraj že dolga leta uporablja kot domače zdravilo za zdravljenje različnih 
tegob, kot so krči, bolečine v mišicah, slabost, prebavne motnje, driska in nalezljive 
bolezni. Dokazano je tudi protimikrobno delovanje rastline proti širokem spektru 
patogenov. Eterično olje kraškega šetraja v majhnih količinah močno zavira rast 
patogenov, ki se prenašajo s hrano. Več objav dokazuje, da bi lahko eterično olje uporabili 
kot alternativo sintetičnim protimikrobnim aditivom v živilih (Bezić in sod., 2009). 
 
V raziskavi so Bezić in sod. (2009) ugotovili, da so glavne spojine eteričnega olja kraškega 
šetraja karvakrol, timol, p-cimenen, γ-terpinen in limonen. 
 
Zaradi velikega števila različnih spojin prisotnih v eteričnem olju, protimikrobne aktivnosti 
ne moremo pripisati samo enemu specifičnemu mehanizmu. Glavni spojini karvakrol in 
timol delujeta tako, da poškodujeta fosfolipidni dvosloj celične membrane, povečata 
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2.4.2 Benzalkonijev klorid 
 
Benzalkonijev klorid je biocid, ki ga uvrščamo med kationske površinsko aktivne snovi 
(kvarterne amonijeve spojine). Uporablja se predvsem kot dezinfekcijsko sredstvo v 
medicini, veterini in živilski industriji, dodaja pa se ga tudi v različne izdelke za osebno 
nego (npr. kapljice za oči, ustne vodice, pastile za grlo) in kozmetiko (Ortega Morente in 
sod., 2013). Kvarterne amonijeve spojine delujejo tako, da poškodujejo celično steno in 
zunanjo membrano bakterij, ireverzibilno se vežejo na fosfolipide in proteine, inaktivirajo 
encime, porušijo ravnotežje pri prehodu ionov, povečajo prepustnost membrane in 
povzročijo uhajanje znotrajceličnih komponent iz celice. Glavna tarča benzalkonijevega 
klorida je zunanja membrana gramnegativnih bakterij (Ortega Morente in sod., 2013). 
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3 MATERIAL IN METODE 






















Slika 1: Shema eksperimentalnega dela 
  
Divji sev C. jejuni NCTC 11168 in sevi mutant cmeB, cmeR, cj1687, 
cmeF, cmeG 
1. TVORBA BIOFILMA 
 Na površini diskov nerjavnega jekla 
 Inkubacija: 3 dni, 42 °C, mikroaerofilna 
atmosfera 
 Ovrednotenje: spiranje s PBS (odstranitev 
nevezanih celic), UV kopel (sprostitev 
pritrjenih celic v suspenzijo) 
 Ocena št. živih celic v biofilmu s štetjem 
kolonijskih enot CFU/mL na trdnem 
gojišču 
2. ODPORNOST NASTALEGA 
BIOFILMA 
3. MEHANIZMI ODPORNOSTI 
BIOFILMSKIH CELIC 
 Protimikrobne učinkovine: etanolni 
izvleček kraškega šetraja (osnovna 
raztopina c=4000 mg/mL) in benzalkonijev 
klorid (osnovna raztopina c=3,84 mg/mL) 
 Mikrodilucija 
 Inkubacija: 24 h, 42 °C, mikroaerofilna 
atmosfera 
 Dodatek resazurina 
 Določanje odpornosti nastalega biofilma 
z biofilm inhibitorno koncentracijo (BIK) 
 Protimikrobne učinkovine: etanolni 
izvleček kraškega šetraja (osnovna 
raztopina c=4000 mg/mL) in 
benzalkonijev klorid (osnovna 
raztopina c=3,84 mg/mL) 
 Mikrodilucija 
 Inkubacija: 24 h, 42 °C, 
mikroaerofilna atmosfera 
 Dodatek resazurina 
 Določanje mehanizmov odpornosti 
biofilmskih celic z minimalno 
inhibitorno koncentracijo (MIK) 
 Na površini polistirena 
 Inkubacija: 3 dni, 42 °C, 
mikroaerofilna atmosfera 
 Ovrednotenje: spiranje s PBS 
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Preglednica 1: Delovni mikroorganizmi (divji sev in sevi mutant bakterij vrste Campylobacter jejuni), ki 
smo jih uporabili v nalogi 
Oznaka seva Izvor 
NCTC 11168 Divji sev 
NCTC 11168 CmeB Sev NCTC 11168 z mutacijo v cmeB 
NCTC 11168 CmeR Sev NCTC 11168 z mutacijo v cmeR 
NCTC 11168 Cj1687 Sev NCTC 11168 z mutacijo v cj1687 
NCTC 11168 CmeF Sev NCTC 11168 z mutacijo v cmeF 
NCTC 11168 CmeG Sev NCTC 11168 z mutacijo v cmeG 
 
3.2.2 Mikrobiološka gojišča 
 
3.2.2.1 Priprava trdnega gojišča Mueller Hinton Agar (MHA, Oxoid CM0337) 
 
28,5 g osnovnega medija smo raztopili v 750 mL destilirane vode ter sterilizirali v 
avtoklavu 15 min pri 121 °C in tlaku 1,1 bar. Ohlajeno gojišče smo razlili v petrijevke in 
do uporabe hranili v hladilniku pri temperaturi 4 °C. 
 
3.2.2.2 Priprava tekočega gojišča Mueller Hinton Broth (MHB, Oxoid CM0405) 
 
10,5 g osnovnega medija smo raztopili v 500 mL destilirane vode in sterilizirali v 
avtoklavu 15 min pri 121 °C in tlaku 1,1 bar. Gojišče smo do uporabe hranili v hladilniku 
pri temperaturi 4 °C. 
 
3.2.3 Druge kemikalije 
 
Fosfatni pufer (PBS; Oxoid, Velika Britanija), dimetilsulfoksid (DMSO; Merck, Nemčija), 
Resazurin (Sigma Aldrich, Nemčija) 
 
3.2.4 Laboratorijska oprema 
 
Anaerobne posode, avtoklav (Kambič, Slovenija), cepilne zanke, diski iz nerjavečega jekla 
tipa 316EL, inkubator (Kambič, Slovenija), jeklenka s plinsko mešanico za mikroaerofilno 
atmosfero, kivete (Sarstedt, Nemčija), mikrocentrifugirke (Eppendorf, Nemčija), 
mikrotitrske plošče (Sigma Aldrich, Nemčija), nastavki za pipete (Eppendorf, Nemčija), 
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parafilm, petrijeve plošče (Sarstedt, Nemčija), plastične epruvete (Sarstedt, Nemčija), 
plastični lončki, plinski gorilnik, spektrofotometer (Lambda Bio, Perkin Elmer, ZDA), 




3.3.1 Revitalizacija bakterijskih sevov 
 
Bakterijske seve smo shranjevali v zamrzovalniku pri -80 °C v mešanici glicerola (200 µL) 
in MHB (800 µL). S cepilno zanko smo zajeli kulturo iz krio-epruvete in jo aseptično 
prenesli na selektivno gojišče Karmali. Plošče smo inkubirali 24 h v mikroaerofilnih 
pogojih (10 % CO2, 5 O2, 85 % N2) pri 42 °C. 
 
3.3.2 Priprava inokuluma za biofilm 
 
Z gojišča MHA smo z brisom zajeli nekaj bakterijskih kolonij in jih resuspendirali v 
tekočem gojišču MHB. Optično gostoto smo izmerili pri 600 nm in jo umerili na 0,1, kar 
ustreza približno 5·107 CFU/mL. 
 
3.3.3 Določanje sposobnosti tvorbe biofilma na jeklenih diskih 
 
3.3.3.1 Nastavitev biofilma na  diskih nerjavnega jekla 
 
Inokulum smo pripravili po postopku v točki 3.3.2. Uporabili smo mikrotitrsko ploščico z 
48 luknjicami (8x6) in diske tipa 316 EL. Najprej smo v luknjice aseptično vstavili diske (4 
diske za en sev), nato smo v luknjice z diski odpipetirali 1 mL inokuluma. Inkubacija je 
potekala 3 dni v mikroaerofilnih pogojih pri 42 °C. 
 
3.3.3.2 Ovrednotenje nastalega biofilma 
 
Po inkubaciji smo odstranili suspenzijo in diske trikrat spirali s fosfatnim pufrom (PBS). 
Tako smo odstranili nevezane oz. slabo vezane celice. Po končanem spiranju smo diske v 
ploščici prestavili v sterilne luknjice iste mikrotitrske ploščice, dodali 1 mL PBS, 
mikrotitrsko ploščico prelepili s folijo in parafilmom in jo postavili v ultrazvočno kopel za 
10 minut. Ultrazvočna kopel sprosti pritrjene celice na diskih v suspenzijo. Po končani 
ultrazvočni kopeli smo iz luknjic z diski odpipetirali suspenzijo v plastične epruvete za 
nadaljnje poskuse. 
 
Nastali biofilm smo ovrednotili s štetjem kolonijskih enot CFU/mL na trdnem gojišču. 
 
Uporabili smo mikrotitrsko ploščico s 96 luknjicami (12x8). Prvo vrstico smo razdelili na 
tri enake dele (za vsak sev en del). V prvo vrstico smo iz treh plastičnih epruvet z 
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biofilmskimi celicami različnih sevov odpipetirali 200 µL suspenzije. V ostale vrstice 
mikrotitrske ploščice smo odpipetirali 180 µL raztopine fosfatnega pufra (PBS). Iz prve 
vrstice smo v naslednjo vrstico prenesli 20 µL suspenzije in jo dobro premešali. Nato smo 
iz te vrstice odpipetirali 20 µL raztopine v naslednjo vrstico in spet dobro premešali. Tako 
smo nadaljevali do zadnje vrstice. Redčitve smo nacepili na površino trdnega gojišča MHA 
in inkubirali 24 ur v mikroaerofilnih pogojih pri 42 °C. Po končani inkubaciji smo prešteli 
kolonijske enote in izračunali CFU/mL. 
 





                                                                                                                           ... (1) 
 
N ... število enot, ki tvorijo kolonije 
np ... povprečno število kolonij na števnih ploščah 
R ... razredčitev vzorca  
 
3.3.4 Priprava inokuluma za planktonske celice 
 
Z gojišča MHA smo z brisom zajeli nekaj bakterijskih kolonij in jih resuspendirali v 
tekočem gojišču MHB. Optično gostoto smo izmerili pri 600 nm in jo umerili na 0,1, kar 
ustreza približno 5·107 CFU/mL. Pripravljen inokulum smo 100 krat redčili v gojišču 
MHB, kar ustreza približno 5·105 CFU/mL. Inokulumu smo določili CFU/mL. 
 
3.3.5 Priprava protimikrobnih učinkovin 
 
V nalogi smo uporabili liofiliziran etanolni izvleček kraškega šetraja (Satureja montana) in 
biocid benzalkonijev klorid. 
 
Etanolni izvleček kraškega šetraja je bil pripravljen tako, da smo suhemu rastlinskemu 
materialu dodali 2000 mL 80 % vodne raztopine etanola in ekstrahirali 48 ur ob stalnem 
mešanju na magnetnem mešalu. Mešanico smo prefiltrirali in topilo odstranili z 
vakuumskim uparjalnikom pri 40 °C in 175 bar. Vzorec smo raztopili v mešanici vode in 
metanola, v razmerju 1:1. Metanol smo odstranili z uparjalnikom in vzorec zamrznili, nato 
pa posušili s postopkom sublimacije vode (Erzar, 2017).  
 
Liofiliziran etanolni izvleček kraškega šetraja smo raztopili v 2,5 % dimetilsulfoksidu 
(DMSO) in nato dodali MHB, benzalkonijev klorid smo raztopili v sterilni destilirani vodi 
in prav tako dodali MHB. Koncentracija osnovne raztopine benzalkonijevega klorida je 
bila 3,84 mg/L. Koncentracija osnovne raztopine suhega izvlečka kraškega šetraja je bila 
4000 mg/L. 
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Na mikrotitrski ploščici so bile koncentracije sledeče: benzalkonijev klorid: 1,92 mg/L in 
izvleček kraškega šetraja: 2000 mg/L.  
 
3.3.6 Metoda mikrodilucije 
 
Pripravili smo dve 96-mikrotitrski ploščici, eno z raztopino benzalkonijevega klorida in 
drugo z raztopino izvlečka kraškega šetraja. Ploščico smo razdelili na štiri enake dele (za 
tri seve in kontrolo): vsak del je vseboval po tri stolpce. Raztopine smo serijsko redčili 
tako, da smo prenašali po 50 µL od prve do zadnje vrstice. Iz zadnje smo 50 µL zavrgli. 
Nato smo v luknjice dodali po 50 µL suspenzije določenega bakterijskega seva. Naredili 
smo tudi kontrolo: v po tri luknjice smo odpipetirali 50 µL suspenzije določenega 
bakterijskega seva. Mikrotitrski ploščici smo pospravili v plastično posodico in inkubirali 
24 ur v mikroaerofilnih pogojih pri 42 °C. 
 
Preglednica 2: Prikaz mikrotitrske ploščice po dodajanju protimikrobne raztopine izvlečka kraškega šetraja 
(osnovna raztopina 1000 mg/L) 
 Sev 1 Sev 2 Sev 3 Kontrola 
Sev 1 Sev 2 Sev 3 
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3.3.7 Določanje minimalne inhibitorne koncentracije (MIK) 
 
Minimalna inhibitorna koncentracija je definirana kot najnižja koncentracija protimikrobne 
spojine, ki zavira vidno rast preiskovanega mikroorganizma v določenem časovnem 
obdobju (Andrews, 2001). 
 
Za določanje živosti celic ali MIK smo uporabili oksidacijsko-redukcijski indikator 
resazurin. Žive celice z aktivnim metabolizmom reducirajo resazurin modre barve v 
resorufin rožnate barve (Riss in sod., 2013). V našem primeru je bila vrednost MIK tista 
vrednost, pri kateri nismo zaznali spremembe barve resazurina iz modre v rožnato. 
 
Raztopino resazurin smo pripravili tako, da smo zatehtali 0,0028 g resazurina, ga raztopili 
v 1 mL sterilne destilirane vode in dobro premešali. Raztopini smo dodali 9 mL tekočega 
gojišča MHB. V vsako mikrocentrifugirko smo odpipetirali 900 µL raztopine resazurina, 
nato smo v vsako dodali še 100 µL raztopine menadiona. Raztopino menadiona smo 
pripravili tako, da smo zatehtali 0,0014 g menadiona in ga raztopili v 1 mL DMSO. 
Pripravljeno raztopino resazurin za določanje živosti celic smo shranili v zamrzovalniku 
pri -20 °C.  
 
Po 24 urni inkubaciji smo v vse luknjice mikrotitrske ploščice dodali 10 µL raztopine 
resazurin. Ploščo smo inkubirali dve uri v mikroaerofilnih pogojih pri 42 °C. Po inkubaciji 
smo rezultate ovrednotili vizualno. 
 
3.3.8 Biofilm inhibitorne koncentracije (BIK) 
 
Inokulum smo pripravili po postopku v točki 3.3.2. Uporabili smo 96-mikrotitrsko ploščico 
(t.i. ploščica A). V vse luknjice ploščice smo dodali po 100 µL inokuluma določenega 
seva. Inkubacija je potekala 72 ur v mikroaerofilnih pogojih pri 42 °C. 
 
Za izvedbo BIK smo si pripravili novo 96-mikrotitrsko ploščico (t.i. ploščica B). Razdelili 
smo jo na tri enake dele (dva dela za protimikrobni raztopini in en del za kontrolo): vsak 
del je vseboval po štiri stolpce. V prvo vrstico smo dodali 300 µL ustrezne protimikrobne 
učinkovine, razen v kontrolo, kamor smo dodali 300 µL tekočega gojišča MHB. Raztopine 
smo serijsko redčili tako, da smo prenašali 150 µL od prve do zadnje vrstice. Iz zadnje 
vrstice smo zavrgli 150 µL. Nato smo ponovno dodali 150 µL tekočega gojišča MHB, da 
je bil skupen volumen v vseh vrsticah 300 µL. 
 
Po inkubaciji smo iz ploščice A odstranili suspenzijo nevezanih oz. slabo vezanih celic in 
ploščico trikrat spirali z raztopino fosfatnega pufra (PBS). Po spiranju smo iz predhodno 
pripravljene 96-mikrotitrske ploščice B odpipetirali 100 µL raztopine v vse luknjice 
mikrotitrske ploščice A. Inkubacija je potekala 24 ur v mikroaerofilnih pogojih pri 42 °C. 
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Po 24 urni inkubaciji smo v vse luknjice mikrotitrske ploščice dodali 10 µL raztopine 
resazurin, ki se uporablja za določanje živosti celic. Ploščo smo inkubirali dve uri v 
mikroaerofilnih pogojih pri 42 °C. Po inkubaciji smo rezultate ovrednotili vizualno. 
 
Pri metodi določanja biofilm inhibitorne koncentracije (BIK) določamo koncentracijo 
protimikrobne učinkovine, ki je sposobna zavirati rast celic, ki so v biofilmu. V 
mikrotitrski ploščici nastane biofilm, ki ga obdelamo po zgoraj navedem postopku, 
dodamo protimikrobno učinkovino in resazurin za določanje živosti celic ter spremljamo 
pri kateri koncentraciji bodo še žive celice, ki se bodo namnožile.  
 
Preglednica 3: Prikaz pripravljene mikrotitrske ploščice B za izvedbo BIK 
 Raztopina benzalkonijevega 
klorida 
Raztopina izvlečka kraškega 
šetraja 
Kontrola 








































































































































MHB MHB MHB MHB 
 
3.3.9 Statistična analiza  
 
Za statistično analizo sposobnosti tvorbe biofilma na diskih nerjavnega jekla smo uporabili 
analizo one-way ANOVA z Bonferroni-Holm testom s statistično značilnostjo p<0,05.  
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4 REZULTATI  
 
V diplomski nalogi smo uporabili divji sev C. jejuni NCTC 11168 in njegove mutante z 
izbrisom v genih, ki kodirajo izlivne črpalke CmeABC, CmeDEF, CmeGH in Cj1687. 
Mutanta cmeB ima mutacijo v genu cmeB, ki kodira protein CmeB in zavira delovanje 
izlivne črpalke CmeABC. Mutanta cmeR ima inaktiviran gen cmeR, ki kodira regulatorni 
protein CmeR. Mutanta cmeF ima mutacijo v genu cmeF, ki zavira delovanje črpalke 
CmeDEF. Mutanta cmeG ima izbrisan gen cmeG, ki kodira črpalko CmeGH. Mutanta 
cj1687 ima mutacijo v genu cj1687, ki kodira črpalko Cj1687. 
 
4.1 SPOSOBNOST TVORBE BIOFILMA DIVJEGA SEVA IN SEVOV MUTANT NA 
DISKIH NERJAVNEGA JEKLA 
 
Količino nastalega biofilma divjega seva NCTC 11168 in sevov mutant cmeB, cmeR, 
cj1687, cmeF in cmeG smo določali na diskih nerjavnega jekla tipa 316 EL v izbranih 
pogojih (3 dni, temperatura 42 °C, mikroaerofilna atmosfera). Biofilm smo ovrednotili z 
računanjem števila kolonijskih enot CFU/mL in jih statistično obdelali. Rezultate smo 
prikazali na sliki 2 kot povprečje treh ponovitev s standardnim odklonom v obliki log 
CFU/mL. 
 
Slika 2: Količina pritrjenih biofilmskih celic delovnih mikroorganizmov na površino diskov, izraženih v log 
CFU/mL 
**p < 0,01 pri primerjavi mutant z izbrisom v genih cj1687, cmeF in cmeG z divjim sevom NCTC 11168 
 
Sposobnost tvorbe biofilma sevov mutant se v primerjavi z divjim sevom C. jejuni NCTC 
11168 statistično razlikuje. Količina nastalega biofilma na diskih je manjša pri sevih 
mutant cj1687, cmeF in cmeG. Iz tega sklepamo, da so črpalke Cj1687, CmeDEF in 
CmeGH pomembne v procesu tvorbe biofilma. 
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4.2 ODPORNOST NASTALEGA BIOFILMA DIVJEGA SEVA IN SEVOV MUTANT 
NA ETANOLNI IZVLEČEK KRAŠKEGA ŠETRAJA IN BIOCID BENZALKONIJEV 
KLORID 
 
Odpornost nastalega biofilma divjega seva C. jejuni NCTC 11168 in sevov mutant cmeB, 
cmeR, cj1687, cmeF in cmeG smo z metodo mikrodilucije določali na polistirenski 
površini s protimikrobnimi učinkovinami izvlečka kraškega šetraja in benzalkonijevega 
klorida. Za takšno izvedbo smo se odločili, saj na voljo nismo imeli dovolj diskov z 
jekleno površino. Rezultati so podani v preglednici 4. 
 
Preglednica 4: Vrednosti biofilm inhibitorne koncentracije (BIK) 
 BIK (mg/L) 
Sev Kraški šetraj (Satureja 
montana) 
Benzalkonijev klorid 
NCTC 11168 500 0,12 
Mutanta cmeB * * 
 Mutanta cmeR 250 0,48 
Mutanta cj1687 250 0,24 
Mutanta cmeF 250 0,24 
 Mutanta cmeG 500 0,48 
*Za mutanto cmeB smo ugotovili, da se sev slabo veže na površino polistirena, saj po dodatku resazurina v 
mikrotitrski ploščici ni bilo vidne rasti.  
Rezultati so pokazali, da je biofilm sevov mutant cmeR, cj1687 in cmeF dvakrat manj 
odporen na izvleček kraškega šetraja v primerjavi z divjim sevom NCTC 11168. Biofilm 
mutante cmeG ni pokazal razlike v občutljivosti na izvleček kraškega šetraja. V primeru 
benzalkonijevega klorida so vsi mutanti pokazali večjo odpornost v primerjavi z divjim 
sevom. 
 
4.3 MEHANIZMI ODPORNOSTI PLANKTONSKIH  IN BIOFILMSKIH CELIC 
 
Določali smo mehanizme odpornosti planktonskih in biofilmskih celic, tako da smo 
vključili divji sev C. jejuni NCTC 11168 ter seve mutant cmeB, cmeR, cj1687, cmeF in 
cmeG. Uporabili smo mikrodilucijsko metodo, s katero smo določili protimikrobno 
učinkovitost (vrednost MIK) izvlečka kraškega šetraja in biocida benzalkonijevega klorida. 
Vpliv mehanizmov odpornosti smo izračunali tako, da smo vrednost MIK divjega seva 
delili z vrednostjo MIK mutanta in rezultat podali v obliki relativne vrednosti R. Najprej 
smo preverili mehanizme odpornosti planktonskih celic, nato biofilmskih in na koncu 
primerjali mehanizme odpornosti biofilmskih s planktonskimi celicami. Rezultati so 
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Preglednica 5: Vrednosti MIK izvlečka kraškega šetraja in benzalkonijevega klorida biofilmskih in 
planktonskih celic 
 Biofilmske celice Planktonske celice 

















NCTC 11168 250  0,48  125  0,48  
Mutanta cmeB 125 2 0,48 1 15,6 8 0,12 4 
 Mutanta 
cmeR 
125 2 0,48 1 125 1 0,12 4 
Mutanta 
cj1687 
125 2 0,24 2 125 1 0,12 4 
Mutanta cmeF 15,6 16 0,12 4 125 1 0,24 2 
 Mutanta 
cmeG 
12,5 20 0,24 2 62,5 2 0,03 16 
 
Najprej smo primerjali vrednosti MIK planktonskih celic posameznih mutant z divjim 
sevom. V primeru izvlečka kraškega šetraja sta najmanj odporna seva z mutacijo v genih 
cmeB in cmeG v primerjavi z divjim sevom NCTC 11168. Mutant cmeB je 8-krat manj 
odporen, mutant cmeG pa 2-krat. V primeru benzalkonijevega klorida so vsi mutanti 
pokazali manjšo odpornost. Mutanti cmeB, cmeR in cj1687 so 4-krat manj odporni, mutant 
cmeF 2-krat, cmeG pa 16-krat manj.  
 
Rezultati biofilmskih celic mutant so pokazali manjšo ali nespremenjeno odpornost na obe 
protimikrobni učinkovini v primerjavi z divjim sevom. Mutanti cmeB, cmeR, cj1687 so 2-
krat bolj občutljivi na izvleček kraškega šetraja, mutant cmeF je 16-krat bolj občutljiv, 
mutant cmeG pa 20-krat. Mutanta cmeB in cmeR nista pokazala razlike v vrednosti MIK 
proti učinkovini benzalkonijevega klorida. Mutanta cj1687 in cmeG sta 2-krat manj 
odporna, mutant cmeF pa 4-krat. 
 
V nadaljevanju smo primerjali vrednosti MIK biofilmskih celic z vrednostjo MIK 
planktonskih celic. Biofilmske celice divjega seva NCTC 11168 so v primerjavi s 
planktonskimi 2-krat bolj odporne na izvleček kraškega šetraja, pri benzalkonijevem 
kloridu ni razlike. Biofilmske celice mutanta v cmeB so 8-krat bolj odporne na izvleček 
kraškega šetraja in 4-krat bolj na benzalkonijev klorid. Biofilmske celice mutant v cmeR in 
cj1687 so 4-krat in 2-krat bolj odporne na benzalkonijev klorid, pri izvlečku kraškega 
šetraja ni razlike. Mutant cmeF je v primeru obeh protimikrobnih učinkovin pokazal večjo 
odpornost planktonskih celic kot pa biofilmskih. Planktonske celice mutanta cmeG so bolj 
odporne na izvleček kraškega šetraja kot biofilmske, na benzalkonijev klorid pa manj. 
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Namen diplomske naloge je bil: (i) določiti sposobnost tvorbe biofilma divjega seva ter 
mutant C. jejuni; (ii) določiti odpornost nastalega biofilma divjega seva ter mutant na 
etanolni izvleček kraškega šetraja in biocid benzalkonijev klorid; ter (iii) določiti 
mehanizem odpornosti biofilmskih celic na te protimikrobne učinkovine. 
 
5.1 SPOSOBNOST TVORBE BIOFILMA DIVJEGA SEVA IN SEVOV MUTANT NA 
DISKIH NERJAVNEGA JEKLA 
 
Metode študij adhezije bakterij na površine potekajo v treh korakih: (i) kontakt bakterije s 
površino; (ii) odstranjevanje nevezanih oz. slabo vezanih celic in (iii) štetje celic.  
 
V nalogi smo dokazali, da so bakterije C. jejuni sposobne tvorbe biofilma na polistirenu in 
nerjavnem jeklu. Sevi mutant cj1687, cmeF in cmeG tvorijo manj biofilma, kar dokazuje 
vpletenost sistema izlivnih črpalk že v mehanizem nastanka biofilma. Ugotovili smo, da so 
črpalke Cj1687, CmeDEF in CmeGH pomembne v procesu tvorbe biofilma, medtem ko 
črpalka CmeABC ni tako pomembna za adhezijo bakterij vrste C. jejuni na diske 
nerjavnega jekla.  
 
Sposobnost adhezije bakterijskih sevov na površine je odvisna od različnih dejavnikov: (i) 
lastnosti bakterijskega seva, npr. sposobnost seva za pritrjevanje, gibljivost; (ii) okoljskih 
pogojev, kot so temperatura, pH, koncentracija kisika; ter (iii) lastnosti površine, npr. 
izbrani material, hrapavost površine (Bohinc in sod., 2014). Bohinc in sod. (2014) so 
ugotovili, da je hrapavost površine ključni dejavnik adhezije. Stopnja adhezije se poveča s 
hrapavostjo površine, saj imajo vdolbinice podobno velikost kot bakterijska celica in lahko 
tako zadržijo več celic. V manjši meri vplivajo tudi drugi parametri, npr. površinska 
napetost in hidrofobnost (Bohinc in sod., 2014). 
 
5.2  ODPORNOST NASTALEGA BIOFILMA DIVJEGA SEVA IN SEVOV MUTANT 
NA ETANOLNI IZVLEČEK KRAŠKEGA ŠETRAJA IN BIOCID BENZALKONIJEV 
KLORID 
 
Ugotovili smo, da je biofilm mutantov v izlivnih črpalkah bolj občutljiv na etanolni 
izvleček kraškega šetraja, razen v primeru mutante cmeG, kjer ni razlike, in bolj odporen 
na biocid benzalkonijev klorid. Iz tega lahko sklepamo, da imajo različne protimikrobne 
učinkovine, v smislu naravnega oz. sintetičnega izvora, specifičen vpliv na odpornost 
biofilma in so zato mehanizmi odpornosti odvisni od vrste uporabljene učinkovine. 
Rezultati nakazujejo, da so izlivne črpalke vključene v odpornost formiranega biofilma. 
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5.3 MEHANIZMI ODPORNOSTI PLANKTONSKIH IN BIOFILMSKIH CELIC 
 
Na odpornost planktonskih celic C. jejuni proti izvlečku kraškega šetraja vplivata mutaciji 
v cmeB in cmeG, torej črpalki CmeABC in CmeGH. Na odpornost proti benzalkonijevemu 
kloridu vplivajo vse izlivne črpalke CmeABC, CmeDEF, CmeGH in Cj1687. Večji vpliv 
mutacije smo zaznali pri mutaciji v genu cmeG, manjši pa pri ostalih mutantah cmeB, 
cmeR in cj1687.  
 
Pri ugotavljanju mehanizmov odpornosti biofilmskih celic, smo ugotovili, da imajo izlivne 
črpalke CmeABC, CmeDEF, CmeGH in Cj1687 funkcijo pri zagotavljanju odpornosti 
bakterije C. jejuni proti izvlečku kraškega šetraja, medtem ko črpalka CmeABC nima 
vpliva na odpornost proti benzalkonijevemu kloridu. Večji vpliv mutacije v genih cmeF in 
cmeG smo opazili v primeru izvlečka kraškega šetraja. 
 
Regulatorni protein CmeR ni povzročil povišanja vrednosti MIK oz. povečanega izražanja 
izlivne črpalke CmeABC. 
 
Pri primerjavi biofilmskih celic s planktonskimi smo ugotovili, da je aktivnost črpalk 
CmeABC, CmeDEF in CmeGH pomembnejša za odpornost planktonskih celic kot pa 
biofilmskih.  
 
Mavri in Možina (2012) poročata, da je aktivnost črpalk CmeABC in CmeDEF pomembna 
za odpornost na biocide. Čeprav je črpalka CmeABC v C. jejuni prevladujoča izlivna 
črpalka (Akiba in sod., 2006), v primeru odpornosti na biocide nima prevladujoče vloge. 
Izključitev enega od izlivnih sistemov lahko vodi do povečane aktivnosti drugega ali do 
aktivacije drugih mehanizmov odpornosti v bakterijski celici (Mavri in Možina, 2012). 
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 Bakterije vrste C. jejuni so sposobne tvorbe biofilma na polistirenu ter nerjavnem 
jeklu. Črpalke Cj1687, CmeDEF in CmeGH so pomembne v procesu tvorbe 
biofilma, medtem ko črpalka CmeABC ni pomembna za adhezijo bakterij na diske 
nerjavnega jekla. 
 Izlivne črpalke so aktivno vključene v odpornost že formiranega biofilma, saj je 
biofilm sevov mutant manj odporen na izvleček kraškega šetraja, medtem ko je bil 
bolj odporen na biocid benzalkonijev klorid. 
 Na odpornost planktonskih celic proti izvlečku kraškega šetraja vplivata črpalki 
CmeABC in CmeGH. Na odpornost proti benzalkonijevemu kloridu vplivajo vse 
črpalke CmeABC, CmeDEF, CmeGH in Cj1687, največji vpliv pa ima črpalka 
CmeGH. 
 Na odpornost biofilmskih celic proti izvlečku kraškega šetraja vplivajo vse črpalke, 
največji vpliv imata črpalki CmeDEF in CmeGH. Na odpornost proti biocidu 
vplivajo črpalke Cj1687, CmeDEF in CmeGH. 
 Aktivnost črpalk CmeABC, CmeDEF in CmeGH je pomembnejša pri odpornosti 
planktonskih celic kot biofilmskih. 
 Transkripcijski regulator CmeR ni povzročil povišanja vrednosti MIK oz. 
povečanega izražanja izlivne črpalke CmeABC. 
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Bakterije vrste Campylobacter jejuni so ene od najpogostejših povzročiteljev črevesno 
nalezljivih bolezni pri človeku. Najpogostejši izvor kampilobakterioze je piščančje meso, 
do okužbe pride predvsem zaradi uživanja neustrezno toplotno obdelanega 
kontaminiranega živila ali zaradi navzkrižne kontaminacije pri pripravi hrane. 
 
Biofilm v živilski industriji predstavlja veliko težavo za varnost potrošnika. Celice so v 
biofilmu bolje zaščitene in odpornejše od planktonskih, saj jim biofilm nudi zaščito pred 
stresnimi okoljskimi vplivi. Celice so tudi bolj odporne proti različnim protimikrobnim 
učinkovinam. Bakterije vrste C. jejuni so sposobne tvorbe biofilma.  
 
V diplomski nalogi smo uporabili divji sev C. jejuni NCTC 11168 in pet sevov mutant z 
izbrisom v genih izlivnih črpalk cmeB, cmeR, cj1687, cmeF in cmeG. Uporaba naravnih 
protimikrobnih učinkovin je ena od alternativnih strategij nadzora patogenih bakterij, 
vendar še ni znana povezanost mehanizmov odpornosti na protimikrobne učinkovine s 
sposobnostjo tvorbe biofilma ter odpornostjo le tega. V nalogi smo uporabili etanolni 
izvleček kraškega šetraja (Satureja montana) in biocid benzalkonijev klorid. Zanimala nas 
je sposobnost tvorbe biofilma na dveh različnih površinah, odpornost formiranega biofilma 
na protimikrobne učinkovine in mehanizem odpornosti biofilmskih celic na uporabljene 
protimikrobne učinkovine. 
 
Dokazali smo, da so bakterije C. jejuni sposobne tvorbe biofilma na polistirenu ter 
nerjavnem jeklu. Sevi mutant v cj1687, cmeF in cmeG tvorijo manj biofilma, kar dokazuje 
vpletenost sistema izlivnih črpalk že v mehanizem nastanka biofilma. Izlivne črpalke so 
aktivno vključene tudi v odpornost že formiranega biofilma, saj je bil biofilm sevov mutant 
manj odporen na izvleček kraškega šetraja, medtem ko je bil bolj odporen na biocid 
benzalkonijev klorid. Izlivne črpalke so vključene v mehanizem odpornosti biofilmskih in 
planktonskih celic proti izvlečku kraškega šetraja in benzalkonijevemu kloridu. 
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“It's a dangerous business, going out your door. You step onto the road, and if you don't 
keep your feet, there's no knowing where you might be swept off to.” 
 
J. R. R. Tolkien 
 
